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1. Imie i nazwisko: Justyna Magdalena Ruchala

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej:

2011

2015

mgr biologii; Uniwersytet Rzeszowski; praca magisterska
pt.: ,Zawarto$¢ antyoksydantéw w powietrzu wydychanym
w kolejnych fazach cyklu miesiecznego kobiety”; promotor:
prof. dr hab. Grzegorz Bartosz

doktor nauk biologicznych w dyscyplinie biologia; rozprawa
doktorska pt.: ,Konstruowanie szczepéw drozdzy Hansenula
polymorpha z ulepszonymi charakterystykami alkoholowe;
fermentacji ksylozy”; promotor: prof. dr hab. Andriy Sybirnyy

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

2015 — 2016
2016 — 2018
2018 — 2019
2019 — 2021

2021 — obecnie

Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii, Wydzial Biologiczno-
Rolniczy, Uniwersytet Rzeszowski, stanowisko: asystent
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii, Wydzial Biologiczno-
Rolniczy, Uniwersytet Rzeszowski, stanowisko: adiunkt
Zaklad Mikrobiologii i Biotechnologii, Wydzial Biotechnologii,
Uniwersytet Rzeszowski, stanowisko: adiunkt

Zaklad Mikrobiologii i Genetyki Molekularnej, Instytut
Biologii i Biotechnologii, Kolegium Nauk Przyrodniczych,
Uniwersytet Rzeszowski, stanowisko: adiunkt

Katedra Biologii, Instytut Biologii i Biotechnologii, Kolegium
Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Rzeszowski, stanowisko:
adiunkt

4. Omowienie osiggnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20

lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85

z pézn. zm.).
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Osiagniecie naukowe wynikajace z art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce stanowi cykl 6 powigzanych
tematycznie ze soba publikacji naukowych, dotyczacych fermentacji
i metabolizmu pentoz u drozdzy niekonwencjonalnych Ogataea polymorpha.
Prace te zostaly opublikowane w latach 2017-2021. Publikacje te powstaly dzieki

wspolpracy naukowej z jednostki naukowymi z zagranicy.

Laczna warto$§¢ wspoélezynnika oddzialywania prac, ktore skladaja sie
na osiagniecie to 34,291. Laczna wartos¢ punktow MEIN skladajacych sie
na osiagniecie to 510 (zgodne z rokiem publikacji).

A.) Tytul osiggniecia naukowego:

Identyfikacja genow uczestniczacych w regulacji metabolizmu
i fermentacji ksylozy u termotolerancyjnych drozdzy Ogataea
polymorpha oraz konstruowanie wydajnych producentéw etanolu z

tej pentozy

B.) Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

(wg kolejnosci omawiania):

P1. Ruchala J, Kurylenko OO, Soontorngun N, Dmytruk KV, Sibirny AA.
Transcriptional activator Cat8 is involved in regulation of xylose alcoholic
fermentation in the thermotolerant yeast Ogataea (Hansenula) polymorpha.
Microb Cell Fact. 2017; 16(1):36. doi: 10.1186/512934-017-0652-6. (IF20173,831;
MEiN:o017= 35).

P2. Kurylenko O#, Ruchala J#, Kruk B., Vasylyshyn R, Szczepaniak J, Dmytruk
K, Sibirny A. The role of Migi, Mig2, Tup1 and Hap4 transcription factors
in regulation of xylose and glucose fermentation in the thermotolerant yeast
Ogataea polymorpha. FEMS Yeast Res. 2021; 21(4): foabo29.
doi: 10.1093/femsyr/foabo29. (IFz019 2,796; MEiNz2020= 100).

# rownorzedni autorzy
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P3. Dmytruk KV, Ruchala J, Grabek-Lejko D, Puchalski C, Bulbotka NV,
Sibirny AA. Autophagy-related gene ATG13 is involved in control of xylose
alcoholic fermentation in the thermotolerant methylotrophic yeast Ogataea
polymorpha. FEMS Yeast Res. 2018; 18(2): foyo10. doi: 10.1093/femsyr/foyo10.
(IF2018 2,458; MEiN:z0:17= 30).

P4. Kurylenko OO#, Ruchala J#, Vasylyshyn RV, Stasyk OV, Dmytruk OV,
Dmytruk KV, Sibirny AA. Peroxisomes and peroxisomal transketolase and
transaldolase enzymes are essential for xylose alcoholic fermentation by the
methylotrophic thermotolerant yeast, Ogataea (Hansenula) polymorpha.
Biotechnol Biofuels. 2018; 11:197. doi: 10.1186/513068-018-1203-z. (IFz2018
5,452; MEiNzo1;= 45).

# robwnorzedni autorzy

P5. Ruchala J, Kurylenko OO, Dmytruk KV, Sibirny AA. Construction
of advanced producers of first- and second-generation ethanol
in Saccharomyces cerevisiae and selected species of non-conventional yeasts
(Scheffersomyces stipitis, Ogataea polymorpha). J Ind Microbiol Biotechnol.
2020; 47(1):109-132. doi: 10.1007/s10295-019-02242-X. (IFz020 3,346;
MEiNz020= 100).

P6. Ruchala J, Sibirny AA. Pentose metabolism and conversion to biofuels and
high-value chemicals in yeasts. FEMS Microbiol Rev. 2020:fuaa069.
doi: 10.1093/femsre/fuaao69. (IFz019 16,408; MEiNz2020= 200).

C.) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiaggnietych wynikéw

wraz z omowieniem ich zastosowan aplikacyjnych:

Wprowadzenie

Globalne zapotrzebowanie na energie i problemy srodowiskowe zintensyfikowaly
w ostatnim czasie na calym $wiecie prace badawcze na rzecz produkcji biopaliw
ze 7zrédel odnawialnych. Tym bardziej, ze sektor transportu, ktéry w 2017 roku
zuzyl 31,8% wyprodukowane;j ropy

(https://www.iea.org/weo/we02018/secure/), odpowiadal za 41,5% globalnej
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emisji CO2 w 2016 roku (https://www.iea.org/statistics/co2emissions/).
Dodatkowym elementem stymulujgcym te galaz nauki sa problemy geopolityczne
zwiazane z checig uniezaleznienia sie energetycznego od $wiatowych dostawedéw
ropy. W rezultacie tego liczba krajéow stosujacych polityke energii odnawialnej
w sektorze transportu wzrosla z 56 w 2012 r. do 66 w 2015 r (Sawin et al., 2016).
Powyzsze problemy przyczyniaja sie do wykladniczego wzrostu produkeji etanolu
na Swiecie w ciagu ostatniej dekady, siegajacego 120 miliardow litrow w 2018
roku, z czego 100 miliardéw litréw to bioetanol (znany jako etanol paliwowy)
(https://knect365.com/energy/article/co7f7fba-48fa-464f-gf21-
12f913fc67f7/world-ethanol-production-to-expand-steadily-in-2019).

Bioetanol jest odnawialnym plynnym paliwem transportowym szeroko
stosowanym gléwnie w Stanach Zjednoczonych i Brazylii, ktéry w przyszlosci
moze sta¢ si¢ dominujgcym odnawialnym biopaliwem w sektorze transportu.
Wigkszo$¢ etanolu jest obecnie wytwarzana z kukurydzy (USA) lub trzeiny
cukrowej (Brazylia), ale przyszle dostawy moga pochodzi¢ z cukréw celulozowych
i hemicelulozowych znajdujgcych sie w biomasie roélin  zielonych
i pozostalosciach rolniczych lub przemyshu drzewnego (Jansen et al., 2017).
Bioetanol mozna miesza¢ z benzyna lub stosowaé jako czysty alkohol
w dedykowanych silnikach, wykorzystujac wyzsza liczbe oktanowa i WYZSza
temperature parowania. Ponadto jest uwazany za doskonale paliwo
do zaawansowanych pojazdéw hybrydowych typu flex-fucel (Lopes et al., 2016).
Obecnie do produkcji bioetanolu na skale przemyslowa wykorzystywane
sa gléwnie konwencjonalne surowce, takie jak glukoza (pochodzaca ze skrobi
kukurydzianej) i sacharoza (z trzciny cukrowej lub burakéw cukrowych) i jest
znany jako etanol pierwszej generacji (1G). Istnieje jednak wiele kontrowersji
wokol wykorzystywania tego typu suroweéw, m.in. etyeznych, gdyz moga one byé
wykorzystywane do produkeji zywnosci i pasz dla zwierzat, a przy tym ich zasoby
sa wyczerpywalne. Z tych wlasnie powodéw mozliwoéci produkowania etanolu
z niejadalnych, odnawialnych surowcéw, jakim jest lignoceluloza, zwanego
etanolem drugiej generacji (2G), sa szczegblnie intersujacym aspektem
badawczym. Obecnie ograniczona iloéé etanolu 2G jest produkowana w kilku
pilotazowych i demonstracyjnych zakladach na calym éwiecie, jednak ze wzgledu
na wyzsze koszty produkcji etanolu na duza skale z materiatéw lignocelulozowych

nie jest to jeszcze oplacalne. Lignoceluloza zawiera okolo 25% ligniny oraz 75%
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polisacharydéw, celulozy (homopolimer glukozy) oraz hemiceluloz
(heteropolimer, ktory zawiera glownie pentozy, tj. ksyloze i L-arabinoze) (Baig,
2020).

Pod wzgledem zawarto$ci, ksyloza ma najwiekszy procentowy udzial
w lignocelulozie po glukozie, dlatego wydajna konwersja ksylozy przez
mikroorganizmy jest istotnym warunkiem wstepnym dla rozwoju ekonomicznie
oplacalnej technologii produkcji etanolu drugiej generacji (wytwarzanego
gléwnie z lignocelulozy) (Rosalen-Calderon, et al., 2019). Szczepy typu dzikiego
metylotroficznych termotolerancyjnych drozdzy Ogataea polymorpha dobrze
rosng na ksylozie i fermentuja ja w warunkach umiarkowanego napowietrzenia,
ale ilos¢ nagromadzonego przez nie etanolu w czasie fermentacji jest 200 razy
nizsza niz z glukozy. Przyczyny tego zjawiska nie sa dobrze znane, dlatego metody
genetyki molekularnej moga poméc lepiej zrozumie¢ i udoskonalié¢ ten proces.
Nie bez znaczenia jest takze fakt, ze znana jest juz sekwencja genomu tego
gatunku  (http://genome.jgi-psf.org/Hanpo2/Hanpo2.home.html). Dlatego
O. polymorpha jest obecnie uwazany za obiecujacy organizm, ktéry moze w
przyszlosci zosta¢ wykorzystywany do produkeji etanolu z ksylozy. Dodatkowo
drozdze O. polymorpha bedac termotolerancyjnym organizmem, s zdolne
do procesu jednoczesnego scukrzania i fermentacji (z ang.: simultaneous
saccharification and fermentation, SSF) co istotnie obniza koszty konwersji

lignocelulozy do etanolu (Olofsson et al., 2007; Abdel Banat et al., 2010).

Drozdze O. polymorpha to gatunek o kilku unikalnych cechach:

¢ s3 to najbardziej termotolerancyjne drozdze z mozliwos$cia wzrostu
w temp. 50°C, czego nie moga osiggnaé¢ drozdze mezofilne, takie jak
Saccharomyces cerevisiae, w tym takze naturalnie fermentujace ksyloze
Scheffersomyces stipitis, Pachysolen tannophilus itp. (P6), (Ishchuk
et al., 2009)

¢ rosna na ksylozie oraz fermentujg ten cukier (Ryabova et al.,, 2003)
i przeksztalcaja glicerol do etanolu (Suwannarangsee et al., 2010)

¢ niska wydajnoé¢ produkeji etanolu przez dzikie szezepy moze byé
ulepszona przy uzyciu wspoélcze$nie uzywanych technik inzynierii

metabolicznej (Kata et al., 2016; P1)
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Jak zaznaczono powyzej, mimo prawie identycznego obfitego wzrostu
O. polymorpha tak na glukozie, jak i na ksylozie, poziom etanolu wytwarzanego
z ksylozy przez dziki szczep jest az 200 razy nizszy niz z glukozy. Przyczyny tego
zjawiska nie byly dostatecznie zbadane do czasu rozpoczecia badan zgloszonych
jako osiggnigcie naukowe. Swoje zainteresowania w tej tematyce rozwijalam juz
podczas przygotowywania mojej pracy doktorskiej. Praca naukowa w tej
dziedzinie przyczynila si¢ do rozpoznania wielu waskich miejsc (z ang.:
bottlenecks) w procesie przeksztalcenia ksylozy do etanolu, co w konsekwencji
pozwolilo obecnie na skonstruowanie szczepéw O. polymorpha produkujacych
40-50 razy wigcej etanolu z ksylozy w poréwnaniu ze szczepem dzikim. W toku
mojej pracy doktorskiej skonstruowalam szczepy ze zwiekszong 25-30-krotnie
produkeja etanolu z ksylozy w poréwnaniu ze szczepem dzikim. W tym celu
przeprowadzona zostala inzynieria bialkowa pierwszego enzymu katabolizmu
ksylozy, reduktazy ksylozy (XR, EC 1.1.1.21) oraz nadeksprymowano 3 geny
pierwszych etapéw metabolizmu tego cukru XYLim, XYL2, XYL3 a takze po raz
pierwszy wykorzystano pozytywna selekcje producentéw etanolu poszukujgc
mutantéw opornych do inhibitora glikolizy 3-bromopirogronianu (Kurylenko
et al, 2014). Dodatkowo w tym celu przeprowadzono delecje genu CATS8
kodujacego czynnik transkrypcji. Jednak wydajnosé skonstruowanych podczas
wykonywania mojej pracy doktorskiej szczepéw byla zbyt niska, a wiedza na
temat czynnikow ograniczajacych efektywng produkcje etanolu z surowcéw
odnawialnych weiaz niewystarczajaca.
Podsumowujac zatem, bezposrednimi przestankami, ktére sklonily mnie
do podjecia badan byly:
¢ zbyt powolny metabolizm pentoz (ksyloza, L-arabinoza), w tym
ich przeksztalcanie do etanolu (fermentacja alkoholowa)
¢ brak wiedzy na temat mozliwej roli peroksysoméw oraz autofagii
w metabolizmie i fermentacji ksylozy
¢ niedostatecznie wydajny transport pentoz do wnetrza komérki
¢ wystepowanie tak zwanej represji katabolicznej wywolywanej przez
glukozg, co ogranicza mozliwosci jednoczesnego przeksztalcania
mieszaniny cukréw oraz faworyzowanie metabolizmu glukozy w pierwszej

kolejnosci



Zalacznik nr 3a | Justyna Ruchala

¢ niedostateczna wiedza na temat roli czynnikéw transkrypeyjnych
w procesie fermentacji alkoholowej
oraz wiele innych.
Wymienione wyzej aspekty sklonily mnie do badania nastepujacych probleméw,
ktore zostaly ujete jako osiggniecie naukowe:
¢ wyjasnienia roli czynnikéw transkrypeyjnych w metabolizmie ksylozy
¢ zbadania roli autofagii w alkoholowej fermentacji ksylozy
¢ wyjasnienia roli peroksysoméw oraz enzyméw persoksysomalnych
w metabolizmie ksylozy u drozdzy metylotroficznych
¢ konstruowania szczepéw o znacznie bardziej wydajnej fermentacji
alkoholowej ksylozy w podwyzszonej temperaturze.
Moje badania zgloszone jako osiagniecie naukowe pozwolily na znalezienie
nowych waskich miejsc powodujgcych ograniczenia w szlaku konwersji ksylozy
do etanolu, a z drugiej strony, skonstruowalam mutanty z coraz to wieksza
zdolnoscig do przeksztalcenia ksylozy do etanolu w podwyzszonej temperaturze
(45°C). Dzieki moim pracom po raz pierwszy udowodniona zostala rola
czynnikow transkrypeyjnych (Cat8, Hap4-A, Mig1) w alkoholowej fermentacji
ksylozy (P1; P2). Dodatkowo zaobserwowalam po raz pierwszy role
peroksysom6w w fermentacji ksylozy (ale nie glukozy) oraz znaczenie enzyméw
peroksysomalnych (transketolaza, inna nazwa, syntaza dihydroksyacetonu,
EC 2.2.1.3 oraz transaldolaza, EC 2.2.1.2) w tym procesie (P4; P5). Ponadto
udalo si¢ udowodni¢ wazng role autofagii, zwlaszcza genu ATG13, w alkoholowej
fermentacji ksylozy (P3).
W procesie konstruowania wydajnych producentéw etanolu z ksylozy
wykorzystywalam nowoczesne metody inzynierii metabolicznej oraz oryginalne
sposoby klasycznej selekcji. Wéréd metod inzynierii metabolicznej, skutecznie
wykorzystalam metody delecji oraz nadekspresji genéw kodujacych czynniki
transkrypcji CATS, HAP4-A, MIG1 (P1; P2), delecji i nadekspresji genéw
kodujacych peroksysomalne transketolaze DAS1 i transaldolaze TAL2, a takze
cytozolowych transketolazy TKL: i transaldolazy TAL1 (P4; Ps5). Dzieki
konstruowaniu zrekombinowanych fluorescencyjnych bialek oraz mikroskopii
fluorescencyjnej udowodnitam peroksysomalna lokalizacje transaldolazy Tal2
(P4). Dodatkowo przy pomocy inzynierii bialkowej zmodyfikowalam transporter

heksoz O. polymorpha Hxt1 w taki sposob, ze moze on aktywnie transportowaé
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ksyloze do komorki i jego aktywno$¢ nie jest hamowana przez glukoze
(Vasylyshyn et al., 2020). Role czynnika transkrypcji Cat8 zaczelam badaé jeszcze
podczas wykonania mojej pracy doktorskiej, ktéra obronilam w 2015 r., jednak
wlasnie w niniejszym osiggnieciu naukowym zbadalam role tego czynnika
znacznie bardziej szczegélowo. Zwlaszcza uzyskane zostaly szczepy
z nadekspresja genu CAT8 i zbadano wplyw takiej nadekspresji na alkoholowa
fermentacje ksylozy; delecje oraz nadekspresje tego genu zostaly potwierdzone
z pomoca qRT-PCR; dodatkowo zostaly oznaczone wlasciwe aktywnosci
enzyméw metabolizmu ksylozy u transformantéw i akumulacje produktéow
ubocznych, w tym ksylitolu (P1). Kontynuujac ten kierunek badan zwrécilam
uwage na szereg innych czynnikéw transkrypcji uczestniczacych w regulacji
katabolizmu zrédel wegla u drozdzy i zbadalam role aktywatoréw transkrypcji
Hap4-A i Hap4-B oraz represorow transkrypcji Tupi1, Mig1 oraz Mig2 w regulacji
alkoholowej fermentacji ksylozy u drozdzy O. polymorpha (P2). Po raz pierwszy
udalo sie udowodni¢ wazng role autofagii, zwlaszcza genu ATG13 (P3) a takze
peroksysoméw, peroksysomalych i cytozolowych transketolaz i transaldolaz
(P4) w regulacji alkoholowej fermentacji ksylozy.

Na podstawie analizy literatury w dziedzinie fermentacji alkoholowej ksylozy,
wlacznie z moimi wlasnymi wynikami, postawilam hipoteze, iz mozliwe jest
dalsze  ulepszenie  charakterystyk alkoholowej fermentacji  ksylozy
u O. polymorpha poprzez selekcje mutantéw zdolnych do wzrostu na innej
pentozie, L-arabinozie, jako jedynym zrédle wegla i energii (P6). Hipoteza
ta zostala juz potwierdzona przez wstepne dane eksperymentalne i bedzie
weryfikowana w dalszej pracy naukowej. Ta nowa metoda selekcji pozwolila na
uzyskanie mutantéw gromadzacych 20 g etanolu/L z ksylozy w temperaturze
45°C, co 50 krotnie przewyzsza stezenie etanolu produkowanego z ksylozy przez

szczep dziki O. polymorpha (0,4 g/L).

Przewodnim celem badawczym zbioru szesciu artykuléw przedstawionych jako
osiagniecie naukowe bylo poznanie czynnikéw wplywajacych na metabolizm
ksylozy u niekonwencjonalnych termotolerancyjnych drozdzy O. polymorpha

w celu zwiekszenia wydajnosci produkeji etanolu.

Podsumowujac, opisane prace badawcze zgloszone jako osiagniecie naukowe

pozwolily na identyfikacje dotad nieznanych gendéw uczestniczacych
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w metabolizmie i fermentacji ksylozy oraz wykorzystaniu uzyskanych danych
tych podstawowych badan do konstruowania ulepszonych producentéw etanolu

z ksylozy u termotolerancyjnych drozdzy O. polymorpha.

Ponizej przedstawiam szczegélowy opis szeéciu prac wchodzacych

w cykl artykuléw stanowiacych osiagniecie naukowe:
Publikacja nr 1 (P1):

Ruchala J, Kurylenko OO, Soontorngun N, Dmytruk KV, Sibirny AA.
Transcriptional activator Cat8 is involved in regulation of xylose alcoholic
fermentation in the thermotolerant yeast Ogataea (Hansenula) polymorpha.
Microb Cell Fact. 2017; 16(1):36. doi: 10.1186/512934-017-0652-6. (IF20173,831;
MEiN:zo017= 35).

Badania prowadzone w ramach publikacji numer 1 wykonywalam w ramach
wspllpracy z zagranicznymi os$rodkami naukowymi — Instytutem Biologii
Komoérki Narodowej Akademii Nauk Ukrainy we Lwowie (Ukraina) oraz
Krélewskim Uniwersytetem im. Kréla Mongkuta w Bangkoku (Tajlandia).
Ponadto finansowane byly dzigki wsparciu m.in. dwéch projektow naukowych
(Research and Training Grant, Europejska Federacja Towarzystw
Mikrobiologicznych FEMS, nr projektu: FEMS-RG-2015-0096 — kierownik
projektu  oraz Opus, Narodowego Centrum Nauki, nr projektu:
2012/05/B/NZ1/01657 — wykonawca projektu). Czeé¢ badan wykonywana byla
przeze mnie podczas moich stazy naukowych w Krélewskim Uniwersytecie im.
Krola Mongkuta w Bangkoku, Tajlandia (1 miesiac), a takze Instytucie Biologii
Komoérki NAN Ukrainy we Lwowie (3 miesiace). Celem bylo zbadania roli
czynnika  transkrypcyjnego CAT8 u  niekonwencjonalnych drozdzy
O. polymorpha w metabolizmie i alkoholowej fermentacji glukozy oraz ksylozy.
Gen CAT8 koduje aktywator transkrypcji klastra palca cynkowego niezbedny
do ekspresji gendéw zaangazowanych w glukoneogeneze, oddychanie, cykl
glioksalowy i metabolizm etanolu. Opisane funkcje czynnika transkrypcyjnego
Cat8 (kodowanego przez gen CAT8) w aktywacji wielu proceséow metabolicznych
u S. cerevisiae, glownie glukoneogenezie i utylizacji etanolu, doprowadzily mnie
do wysunigcia hipotezy, ze moze by¢ on réwniez zaangazowany w regulacje

metabolizmu ksylozy u O. polymorpha. Jednym z powodéw, dla ktérych
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wybrano wlasnie CAT8 sposrod wielu genéw kodujacych czynniki transkrypeyjne
zaangazowane w metabolizm wegla byly badania, w mysl ktorych knock-out genu
CATS8 prowadzi do aktywowania fermentacji alkoholowej glukozy u S. cerevisiae
(Watanabe et al. 2010) i u niekonwencjonalnych drozdzy Pichia guilliermondii
(Qi et al., 2014). W ramach niniejszej pracy wyizolowalam mutanty delecyjne
genu CAT8 w tle genetycznym szczepu dzikiego i dotychczas najlepszego
producenta etanolu otrzymanego w toku wcze$niejszych badan (BEP = Best
Ethanol Producer). Delecja genu CAT8 u O. polymorpha nie spowodowala
zadnych istotnych zmian w produkcji etanolu z glukozy, natomiast
zaobserwowano dwukrotny wzrost fermentacji alkoholowej ksylozy u szczepu
dzikiego i 25% wzrost produkcji etanolu u szczepu BEP. Przyczyny tej réznicy nie
sa do konca zrozumiale, jednak wazng réznica miedzy glukoza a ksyloza jest
zaangazowanie enzymow glukoneogenezy w wytwarzanie heksoz podczas
wzrostu na ksylozie, ale nie na glukozie. Dlatego bardzo prawdopodobne jest, ze
hamowanie glukoneogenezy u mutantéw cat8A przekierowuje wiecej substratu
weglowego z ksylozy w kierunku katabolizmu i fermentacji, natomiast podczas
wzrostu na glukozie glukoneogeneza (a wiec takze mozliwe jej hamowanie
u mutantow cat8A) nie odgrywa wigkszej roli. Dodatkowo uwazam, ze delecja
u mutantéw cat8A przekierowuje metabolizm ksylozy z oddychania
komoérkowego (cyklu Krebsa oraz fosforylacji oksydacyjnej) na fermentacje,
co takze prowadzi do zwiekszenia produkcji etanolu. Dziwnym jest, ze
u mutantéw cat84 drozdzy S. cerevisiae i P. guilliermondii zaobserwowano
nieznaczne zwiekszenie produkcji etanolu z glukozy (Watanabe et al. 2010;
Qi et al, 2014). Nalezy réowniez podkreslié, ze oddychanie komoérkowe
mutantow cat8A na ksylozie bylo uszkodzone w wiekszym stopniu niz na glukozie
jako substracie. Przyczyna wzrostu produkeji etanolu z ksylozy przez delecyjne
szczepy cat8A moze by¢ zaobserwowana przeze mnie aktywacja ksylulokinazy,
dehydrogenazy alkoholowej i epimerazy rybulozofosforanowej (EC 5.1.3.1),
ktére moga by¢ czynnikami ograniczajacymi podczas fermentacji alkoholowej
ksylozy. Ciekawe natomiast, ze nadekspresja genu CAT8 znaczaco obnizala

produkcje etanolu z ksylozy.

Podsumowujac, w tej pracy po raz pierwszy u drozdzy naturalnie

zdolnych do metabolizmu i fermentacji ksylozy na przykladzie
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O. polymorpha, zidentyfikowany zostal czynnik transkrypcji, bioracy
specyficznie udzial w regulacji fermentacji alkoholowej tej pentozy.

Najwazniejsze osiagniecia publikacji nr 1:

¢ skonstruowalam delecyjne mutanty genu CAT8 w genetycznym tle szczepu
dzikiego oraz najlepszego dotychczas wyizolowanego producenta etanolu

¢ skonstruowalam szczepy z nadekspresja genu CAT8

¢ zbadalam fizjologiczne (wzrost, oddychanie, fermentacje), genetyczne
(ekspresje szeregu genéw) i biochemiczne (aktywnosci wladciwe enzymow
metabolizmu ksylozy) charakterystyki mutantow z delecjq i nadekspresja
genu CATS

¢ udowodnilam specyficzng role aktywatora transkrypcji Cat8
w alkoholowej fermentacji ksylozy u metylotroficznych, naturalnie

metabolizujacych ksyloze drozdzy O. polymorpha.
Publikacja nr 2 (P2):

Kurylenko O#, Ruchala J#, Kruk B., Vasylyshyn R, Szczepaniak J, Dmytruk K,
Sibirny A. The role of Migi, Mig2, Tup1 and Hap4 transcription factors
in regulation of xylose and glucose fermentation in the thermotolerant yeast
Ogataea polymorpha. FEMS Yeast Res. 2021; 21(4): foabo29. doi:
10.1093/femsyr/foabo29. (IFz019 2,796; MEiN2020= 100).

# rownorzedni autorzy

Badania prowadzone w publikacji nr 2 prowadzilam réwniez w Instytucie Biologii
Komorki Narodowej Akademii Nauk Ukrainy we Lwowie (Ukraina),
co podkreslone jest rowniez afiliacja tej jednostki przy moim nazwisku. Badania
w ramach tej publikacji prowadzone byly dzieki finansowaniu grantu
Narodowego Centrum Nauki — Opus, nr projektu: 2016/21/B/NZ1/00280,
ktérego bylam wykonawea.

W poprzedniej publikacji udowodnilam istotna role czynnika transkrypcyjnego
Cat8 w fermentacji alkoholowej ksylozy u O. polymorpha, co sklonilo mnie
do dalszych badan w tej dziedzinie. Istnieje ponad 100 regulatoréw transkrypcji

(aktywatoréw i represoréw) zidentyfikowanych u drozdzy, gléwnie
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u S. cerevisiae (Turcotte et al., 2010). Zdecydowalam sie zatem na zbadanie
czynnikéw transkrypeyjnych, ktére przypuszczalnie moga by¢ zaangazowane
w metabolizm cukréw u O. polymorpha. Obejmuja one opisane wczeéniej przez
nasza grupe dwa ortologi aktywatora transkrypcji u S. cerevisiae Hap4 — Hap4-A
oraz Hap4-B (Sybirna et al., 2005, 2010) oraz represory transkrypcji Mig1, Mig2
i Tup1 (Stasyk et al, 2007). Gléwnym celem niniejszej pracy bylo
przeanalizowanie roli genéw MIG1, MIG2, TUP1 i HAP4 O. polymorpha pod
katem ich mozliwos$ci regulacji metabolizmu oraz fermentacji ksylozy i glukozy.
Poszukiwania w genomowej bazie danych drozdzy O. polymorpha ujawnilo
obecno$¢ dwodch przypuszczalnych ortologbw represora transkrypcji
S. cerevisiae Mig1 kodujacych bialtko palca cynkowego C2H2 (Stasyk et al. 2007).
Stwierdzono, ze u O. polymorpha Mig1, Mig2 oraz Tup1 praktycznie nie biorg
udzialu w represji katabolicznej zlokalizowanej w peroksysomach oksydazy
alkoholowej (Oliveira et al., 2003: Stasyk et al. 2007). Jednoczeénie niedobér
Tup1 prowadzi do calkowitego defektu makropeksofagii indukowanej przez
glukoze lub etanol, w przeciwienistwie do Mig1 i Mig2, ktére tylko czesciowo

uczestniczg w peksofagii (Leao-Helder et al., 2004; Stasyk et al.2007).

Badania przeze mnie prowadzone w ramach niniejszej publikacji zawieraly
konstruowanie szczepéw z nadekspresja genéw wymienionych czynnikéw
transkrypcji, gdyz wczedniej skonstruowane byly tylko mutanty delecyjne.
Badania uzyskanych wezesniej i w toku niniejszej pracy szczepéw pozwolily na
udowodnienie roli wyzej wymienionych czynnikéw transkrypcyjnych
w metabolizmie ksylozy i glukozy u naturalnie fermentujacych ksyloze drozdzy
O. polymorpha, co jest pierwszym takim doniesieniem w literaturze naukowe;j.
Poréwnalam wplyw delecji i nadekspresji genéw MIG1, MIG2, TUP1, HAP4-A
1 HAP4-B O. polymorpha na metabolizm i fermentacje glukozy i ksylozy.
Otrzymane wyniki sugeruja, ze rola Migi nie jest kluczowa dla regulacji
metabolizmu glukozy w O. polymorpha, jednak jednoczesna delecja MIG1i MIG2
spowodowala istotne zmniejszenie utylizacji glukozy i produkeji etanolu
z glukozy. Rowniez u podwéjnego mutanta migiA mig2A zaobserwowalam
spadek produkeji etanolu z ksylozy, jednak w mniejszym stopniu niz z glukozy.
Ponadto w pracy udowodniono, ze poziom ekspresji HAP4-A jest bardziej istotny

dla metabolizmu i fermentacji ksylozy niz glukozy. Zaobserwowalam, ze delecja
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genu HAP4-A zwiekszyla, a jego nadekspresja zmniejszyla produkcje etanolu
z ksylozy. Delecja genu TUP1 spowodowala aktywacje alkoholowej fermentacji
ksylozy, ale co ciekawe zmniejszyla produkcje etanolu na podlozu z glukoza.
Niemniej jednak wysoki poziom ekspresji TUP1 negatywnie wplynal zaréwno na
fermentacje glukozy, jak i ksylozy. Podsumowujac, udowodniona zostala
rozbiezno$¢ roli Mig1, Hap4-A i Tup1 w regulacji metabolizmu oraz fermentacji
glukozy i ksylozy u drozdzy O. polymorpha. Waznym podkreslenia jest fakt,
ze w toku pracy nad powyzsza publikacja po raz pierwszy udowodniona zostala
rola aktywatora transkrypcji Tupt w negatywnej regulacji metabolizmu oraz
fermentacji ksylozy u O. polymorpha, chociaz mechanizm tego dzialania weiaz

pozostaje nieznany, a jego zglebienie wymaga dalszych badan.
Najwazniejsze osiggniecia publikacji nr 2

¢ udowodnilam, iz poziom ekspresji genu Hap4-A jest bardziej istotny
dla metabolizmu i fermentacji ksylozy niz glukozy

¢ udowodnilam kluczowa role Mig1 w regulacji metabolizmu glukozy
u O. polymorpha

¢ udowodnilam role aktywatora transkrypcji Tupi jako negatywnego
regulatora metabolizmu i fermentacji u O. polymorpha

¢ zaproponowalam nowe sposoby konstruowania ulepszonych producentéow
etanolu z ksylozy poprzez delecje genéw czynnikéw transkrypeyjnych
HAP4-A oraz TUP1.

Publikacja nr 3 (P3):

Dmytruk KV, Ruchala J, Grabek-Lejko D, Puchalski C, Bulbotka NV, Sibirny
AA. Autophagy-related gene ATG13 is involved in control of xylose alcoholic
fermentation in the thermotolerant methylotrophic yeast Ogataea polymorpha.
FEMS Yeast Res. 2018; 18(2):foyo10. doi: 10.1093/femsyr/foyo1o.
(IF2018 2,458; MEiNzo017= 30).

Badania prowadzone w ramach publikacji numer 3 wykonywalam wykorzystujac
metody inzynierii genetycznej w ramach wspdlpracy z zagranicznym os$rodkiem

naukowym — Instytutem Biologii Komérki Narodowej Akademii Nauk Ukrainy
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we Lwowie (Ukraina). Badania prowadzone byly w ramach grantu
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, Opus, nr projektu:

2016/21/B/NZ1/00280, ktérego bylam wykonawca.

W wyniku mutagenezy insercyjnej i selekeji dzikiego szczepu drozdzy
O. polymorpha na podlozu z 3-bromopirogronianem (3-BrPA) wyizolowano
szczep (# 63), ktory charakteryzowal sie 50% zwiekszeniem produkeji etanolu
z ksylozy w poréwnaniu do szczepu dzikiego NCYC495 leui-1, ale nie z glukozy.
Sekwencjonowanie regionéw flankujacych ujawnilo, ze kaseta insercyjna
zmienila sekwencje ORF genu homologicznego do genu ATG13 S. cerevisiae. Gen
ten koduje podjednostke regulatorowa kompleksu sygnalowego Atgi-Atgi3,
stymulujac aktywno$¢ kinazy Atgi, ktéra jest wymagana do tworzenia
pecherzykéw podczas autofagii i szlaku kierowania z cytoplazmy do wakuoli.
Wykazano przy tym, ze kaseta insercyjna zostala wbudowana w gen ATG13
W pozycji +1272 pz od poczatkowego kodonu ATG. Gen ATG13 u drozdzy
S. cerevisiae bierze udzial w inicjacji autofagii, a mutant atg13A wykazywal
defekty autofagii (Alers et al., 2014).

Zdecydowano sig takze na skonstruowanie delecyjnego szczepu genu ATG13.
Co ciekawe okazalo sig, ze szczep ten zdolny jest do produkeji zwiekszonych ilosci
etanolu z ksylozy, podobnie jak mutant insercyjny, nie wplywajac przy tym
na alkoholowa fermentacje glukozy. Analiza poziomu ekspresji wybranych
genow zwigzanych z metabolizmem ksylozy wykazala, iz delecja genu ATG13
znaczaco zwigksza ekspresje genéw PDC1, a zwlaszeza DAS1 i AOX1, co sugeruje
mozliwy udzial Atg13 w negatywnej regulacji ekspresji PDC1, DAS1 i AOXa.
Zbadalam réwniez wlasciwg aktywno$é enzyméw poczatkowych reakeji szlaku
metabolizmu ksylozy - reduktazy ksylozy (XR, EC 1.1.1.21), dehydrogenazy
ksylitolu (XDH, EC 1.1.1.9) oraz dehydrogenazy alkoholowej (ADH, EC 1.1.1.1)
u szczepu insercyjnego oraz delecyjnego atg134. Aktywnoéé XR byla nieznacznie
obnizona, podczas gdy aktywno$¢ XDH i ADH wykazywala niewielki wzrost
w poréwnaniu do szczepu typu dzikiego. Uzyskane wyniki moga wyjasniaé
przyczyny wzrostu produkcji etanolu w czasie alkoholowej fermentacji ksylozy
przez szczepy #63 1 atgi3A, poniewaz w naszych poprzednich
pracach nadekspresja XYL2, PDC1, ADH1 i DAS1 w tle szczepu typu dzikiego
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doprowadzila do zwiekszonej produkeji etanolu z réznych substratéw (Kurylenko

et al., 2014, 2016).

Podsumowujgc uzyskane dane po raz pierwszy pozwolily udowodnié
potencjalne biotechnologiczne znaczenie autofagii, a zwlaszcza genu
ATG13.

Najwazniejsze osiagniecia publikacji nr 3:

¢ wykazalam i opisalam nowa funkcje Atgi3 z O. polymorpha jako
negatywnego regulatora alkoholowej fermentacji ksylozy

¢ po raz pierwszy zbadalam funkcje genu ATG13 w autofagii
u O. polymorpha

¢ wykazalam, ze delecja genu ATG13 O. polymorpha, podobnie do insercji
w tym genie, prowadzi do zwiekszonej produkeji etanolu z ksylozy,
a jednoczesnie odpowiada za derepresje kilku genéw zaangazowanych

w katabolizm ksylozy i fermentacje alkoholowg

Publikacja nr 4 (P4):

Kurylenko OO?, Ruchala J#, Vasylyshyn RV, Stasyk OV, Dmytruk OV, Dmytruk
KV, Sibirny AA. Peroxisomes and peroxisomal transketolase and transaldolase
enzymes are essential for xylose alcoholic fermentation by the methylotrophic
thermotolerant yeast, Ogataea (Hansenula) polymorpha. Biotechnol Biofuels.
2018; 11:197. doi: 10.1186/513068-018-1203-z. (IF2018 5,452; MEiNz2017= 45).

# rownorzedni autorzy

Badania prowadzone w ramach publikacji numer 4 wykonywalam we wspélpracy
z zagranicznym osrodkiem naukowym - Instytutem Biologii Komorki
Narodowej Akademii Nauk Ukrainy we Lwowie (Ukraina). W ramach grantu
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki — Opus, nr projektu:

2016/21/B/NZ1/00280, ktérego bylam wykonawca.

Glownym zadaniem badawczym postawionym w publikacji numer 4 bylo

wyjasnienie roli peroksysomoéw oraz kilku enzyméw peroksysomalnych podczas
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alkoholowej fermentacji ksylozy u metylotroficznych drozdzy. Peroksysomy
sa organellami, ktore zazwyczaj zawieraja enzymy wytwarzajace nadtlenek
wodoru oraz katalaze. Wiekszo$¢ peroksysoméw u réznych organizméw zawiera
enzymy uczestniczace w [-oksydacji kwasow tluszczowych. Peroksysomy
u grzybéw i rodlin réwniez zawieraja niektére enzymy cyklu kwasu
glioksylanowego. Jednak peroksysomy sa metabolicznie wszechstronnymi
organellami zawierajacymi enzymy Kkatalizujace liczne reakcje kataboliczne
i niektére reakcje biosyntezy, na przyklad biosyntezy penicyliny. U drozdzy
peroksysomy biora udzial w katabolizmie wielu zrédel wegla i azotu, takich jak
metanol, n-alkany, puryny, D-aminokwasy, metyloamina, etyloamina, kwas
pipekolowy, sarkozyna, glikolan i spermidyna. Badania wykazaly, ze niektére
enzymy glikolityczne u Cryptococcus neoformans i Ustilago maydis
charakteryzuja sie podwdjna lokalizacja zaréwno w cytozolu, jak
1 peroksysomach. Co wazne, defekty w peroksysomalnej lokalizacji bialek
glikolitycznych lub niedostateczna biogeneza peroksysoméw uposledzaly wzrost
tych organizméw na glukozie. Candida albicans i gatunki pokrewne
charakteryzuja sie ponadto cytozolowa i peroksysomalna lokalizacja enzyméw
oksydacyjnej czesci szlaku pentozofosforanowego, a mianowicie dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej (EC 1.1.1.49) i dehydrogenazy 6- fosfoglukonianowe;j
(EC 1.1.1.43) (Sibirny, 2016). Na poczatku zbadalam zdolnoéé do wzrostu
i fermentacji ksylozy u mutantéw z defektem biogenezy peroksysoméw
w  wyniku delecji genu PEX3 u O. polymorpha i dla poréwnania
u niemetylotroficznego gatunku Scheffersomyces stipitis. Okazalo sie,
ze mutanty pex3A O. polymorpha wykazuja zaburzenia fermentacji ksylozy
(Jednak wzrost na tej pentozie byl normalny), natomiast mutant pex3A S. stipitis
normalnie fermentowal t¢ pentoze. W pracy tej wysunelam hipoteze o waznej roli
peroksysoméw oraz peroksysomalnych enzyméw szlaku pentozofosforanowego
w alkoholowej fermentacji ksylozy. W genomowej bazie danych drozdzy
O. polymorpha znaleziono gen oznaczony (przez nas) jako TAL2, ktéry zawiera
sekwencje sygnalowa PTS1 i koduje peroksysomalng transaldolaze (Tal2).
Udowodnilam, ze bialko to znajduje sie w peroksysomach podczas hodowali na
glukozie, ksylozie lub metanolu jako zrédlach wegla. Zaobserwowano réwniez
w toku badan, ze zar6wno peroksysomalna transketolaza, jak i transaldolaza nie

sa niezbedne do wzrostu na ksylozie jako jedynym zrédle wegla i energii,
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w przeciwienstwie do ich cytozolowych odpowiednikow, Tkli i Tali, ale
sa wymagane do fermentacji ksylozy do etanolu. Natomiast knock-out genoéw
kodujacych cytozolowa transketolaze TKL1 i transaldolaze TAL1 spowodowal
calkowite zahamowanie wzrostu na ksylozie, jednoczesnie tylko czeSciowo
hamujac fermentacje tego cukru. Nalezy zatem stwierdzi¢, ze peroksysomalna
transaldolaza nie bierze udzialu w metabolizmie metanolu u O. polymorpha,
natomiast rola peroksysomalnej transketolazy w metabolizmie metanolu
u drozdzy metylotroficznych zostala opisana wiele lat temu (Veenhuis et al.,
1983; RuBmayer et al., 2015). Udowodnilam réwniez, ze nadekspresja DAS1 i/lub
TAL2 zwigkszala produkcje etanolu z ksylozy (podobnie jak efekt nadekspresji
TKL1 i TAL1). Dodatkowo doprowadzilam do jednoczesnej nadekspresji genéw
DAS1 i TAL2 u dotychczasowego najlepszego producenta etanolu z ksylozy
zawierajacego delecje genu CAT8 (cat84) (P1); pozwolilo to uzyskaé szczepy
gromadzace okolo 16 g etanolu w litrze, co 40 razy przewyzsza poziom etanolu
syntetyzowany przez szczep dziki (0,4 g/L). Wartym podkreslenia jest ze,
nadekspresja DAS1 i/lub TAL2 wplywaly na fermentacje ksylozy, ale nie na
fermentacje glukozy. Mozna zatem przypuszczaé, ze nadekspresja genéw DAS1
1 TAL2 zwigksza produkcje pentozofosforanéow i w taki sposéb aktywuje
metabolizm ksylozy u O. polymorpha. Wciaz jednak pozostaja do wyjaénienia
specyficzne mechanizmy zaangazowania Das1 i Tal2 w regulacje fermentacji
ksylozy. Nie mozna wykluczy¢, ze peroksysomy sa wymagane do fermentacji
ksylozy do etanolu ze wzgledu na lokalizacje enzyméw Dasi i Tal2 w tych

organellach.

Podsumowujage, w pracy po raz pierwszy udowodnilam role
peroksysoméw i enzyméw peroksysomalnych w fermentacji

alkoholowej ksylozy.
Najwazniejsze osiagniecia publikacji nr 4:

¢ udowodnilam, ze fermentacja ksylozy do etanolu u metylotroficznych
termotolerancyjnych drozdzy O. polymorpha, zalezy od funkcjonalnej
peroksysomalnej transketolazy (Das1) i transaldolazy (Tal2), podczas gdy
ich odpowiedniki cytozolowe (Tkl1 i Tal1) sa niezbedne do wzrostu na tej

pentozie
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¢ wykazalam, ze defekt w biogenezie peroksysoméw w wyniku mutacji
pex3A u O. polymorpha silnie uszkadza alkoholowa fermentacje ksylozy
nie wykazujgc zadnego wplywu na ten proces u niemetylotroficznego
gatunku S. stipitis

¢ wykazalam, ze delecja genéw DAS1 i TAL2 kodujacych odpowiednio
peroksysomalne transketolaze i transaldolaze silnie ograniczaly zdolnos¢
fermentacji alkoholowej ksylozy

¢ stwierdzilam, ze alkoholowa fermentacja glukozy nie zalezy
od peroksysomalych i cytozolowych transketolaz i transaldolaz

¢ pokazalam, ze jednoczesna ekspresja peroksysomalnej transketolazy
i transaldolazy we wczesniej wyizolowanym, zaawansowanym
producencie etanolu z ksylozy dodatkowo zwigekszyla akumulacje etanolu

do 16,1 g /L wtemp. 45 ° C.
Publikacja nr 5 (P5):

Ruchala J, Kurylenko OO, Dmytruk KV, Sibirny AA. Construction of advanced
producers of first- and second-generation ethanol in Saccharomyces cerevisiae
and selected species of non-conventional yeasts (Scheffersomyces stipitis,
Ogataea polymorpha). J Ind Microbiol Biotechnol. 2020; 47(1):109-132.
doi: 10.1007/s10295-019-02242-X. (IF2020 3,3463; MEiN2020= 100).

Uzyskane w toku badan wyniki dotyczace konstruowania niekonwencjonalnych
szczepOw drozdzy w celu produkeji etanolu paliwowego sklonily mnie
do napisania publikacji naukowej, ktora bylaby podsumowaniem aktualnego
stanu wiedzy w tej tematyce. Praca ta powstala we wspoélpracy z naukowcami
z Instytutu Biologii Komoérki Narodowej Akademii Nauk Ukrainy we Lwowie
(Ukraina) oraz w ramach grantu, ktérego bylam wykonawca finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki — Opus, nr projektu 2016/21/B/NZ1/00280, a takze
grantu  Podkarpackiego = Centrum Innowacji (PCI), nr projektu
06/UR/1/DG/PCI/2019, w ktérym bylam kierownikiem.

W tej przegladowej pracy oméwiono gléwne metody konstruowania ulepszonych
producentéw etanolu z ksylozy u konwencjonalnych drozdzy S. cerevisiae

(naturalnie niezdolnych do metabolizowania ksylozy) oraz niekonwencjonalnych
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drozdzy S. stipitis i O. polymorpha naturalnie zdolnych do metabolizmu
1 fermentacji ksylozy. Przeglad ilustruje sposoby konstruowania szczepéw
S. cerevisiae zdolnych do metabolizmu i fermentacji ksylozy oraz metody
ulepszania tych zdolnoéci gléwnie za pomocg inzynierii metabolicznej. Drozdze
S. stipitis naleza do jednych z najbardziej wydajnych naturalnych producentow
etanolu z ksylozy i mogg byé rozpatrywane jako »konwencjonalne” i najlepiej
zbadane wéréd wszystkich drozdzy naturalnie zdolnych do fermentacji ksylozy.
Podkredla sig, ze najlepsze skonstruowane szczepy S. cerevisiae ustepuja dzikim
szczepom S. stipitis pod wzgledem wydajnoéci produkeji etanolu. Jednak
S. stipitis wykazujg inne wady, na przyklad, niska odporno$é na etanol oraz
inhibitory znajdujace sie w hydrolizatach lignocelulozy. W niniejszej publikacji
poréwnalam wyniki wlasnych badan eksperymentalnych prowadzonych
na O. polymorpha z tymi uzyskanymi u S. cerevisiae i S. stipitis. W niniejszej
publikacji podkreslam zalety wlasnego obiektu badar tj. O. polymorpha, w tym
jego termotolerancyjnosci, dobrze opracowanych metod molekularnej genetyki,
naturalnej zdolnosci do metabolizmu ksylozy, posiadania statusu GRAS,
wzglednie wysokiej odpornoéci na etanol. W artykule oméwilam réwniez wlasne
dane eksperymentalne uzyskane na wszystkich trzech gatunkach, w tym dane
o roli czynnika transkrypcji Cat8 oraz peroksysomalnych i cytozolowych
transketolaz Das1 i Tkl1 i transaldolaz Tal2 i Tali w fermentacji alkoholowej
ksylozy u O. polymorpha. Opisalam réwniez nowe metody pozytywnej selekcji
mutantow S. cerevisiae produkujacych podwyzszone iloéci etanolu oraz
insercyjne mutanty S. stipitis ze zwigkszona produkcja etanolu z ksylozy i glukozy,
zwlaszcza mutanta z uszkodzeniem genu HEM235. Artykul koniczy sie konkluzja
zawierajaca propozycje, na jakie cechy drozdzy trzeba zwréci¢ uwage w celu

uzyskania konkurencyjnych producentéw etanolu z lignocelulozy, w tym ksylozy.
Najwazniejsze osiggniecia publikagcji nr 5:

¢ podsumowalam najnowsza wiedze w dziedzinie konstruowania
najlepszych producentéw etanolu z ksylozy, gléwnie drozdzy S. cerevisiae,
S. stipitisi O. polymorpha

¢ strescilam najwazniejsze osiagniecia wlasne, w tym zaproponowalam
nowe kierunki badan w dziedzinie izolowania wydajnych producentéow

etanolu z ksylozy.

20|Strona



Zalgcznik nr 3a | Justyna Ruchala

Publikacja nr 6 (P6):

Ruchala J, Sibirny AA. Pentose metabolism and conversion to biofuels
and high-value chemicals in yeasts. FEMS Microbiol Rev. 2020: fuaa069.
doi: 10.1093/femsre/fuaa069. (IFzo019 16,408; MEiNz020= 200).

Praca ta powstala we wspolpracy z naukowcami z Instytutu Biologii Komérki
Narodowej Akademii Nauk Ukrainy we Lwowie (Ukraina) oraz w ramach grantu,
ktorego bylam wykonawca finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki —
Opus, nr projektu 2020/37/B/NZ1/02232.

W niniejszej pracy przegladowej dokonano podsumowania najnowszych
informacji dotyczacych szlakéw metabolicznych, ktére zachodza u drozdzy
podczas przeksztalcania wszystkich naturalnych pentoz, nie tylko ksylozy
i L- arabinozy, ktére to czesto omawiane sa w literaturze. W pracy opisano takze
zagadnienia zwigzane z metabolizmem rybozy, 2-deoksyrybozy, D-arabinozy
oraz liksozy.

Praca ta jest szczeg6lnie wazna, poniewaz do chwili jej ukazania nie bylo
opracowan naukowych, ktére na tyle szeroko obejmowalyby metabolizm
wszystkich naturalnych pentoz. Przeglad dotyczy wielu gatunkéw drozdzy, w tym
S. cerevisiae, S. stipitis, Scheffersomyces shehatae, Pachysolen tannophilus,
Spathaspora passalidarum, Kluyveromyces marxianus, O. polymorpha,
Candida intermedia, Candida tenuis, Meyerozyma guilliermondii, Yarrowia
lipolytica, Komagataella phaffii, z ktérych wiekszo$¢ naturalnie zdolna jest do
metabolizmu ksylozy, natomiast trzy z nich (S. cerevisiae, K. phaffii,
Y. lipolytica) naturalnie nie metabolizuja tej pentozy, jednak nabyly one taka
zdolnoé¢ w wyniku inzynierii metabolicznej. Przeglad zawiera opis szlakéw
metabolizmu pentoz, genetyki poszezegolnych gatunkow,
ich biotechnologicznego potencjalu, nie tylko dotyczacego produkcji etanolu, ale
takze innych cennych substancji, na przyklad, kwasu mlekowego, ksylitolu,
izobutanolu, lipidéw oraz kwaséw tluszczowych. Praca ta réwniez podsumowuje
badania w tematyce jednoczesnego metabolizmu glukozy, ksylozy oraz
L- arabinozy oraz dotyczace sposobéw hamowania lub calkowitego usuwania
represji katabolicznej, ktéra uniemozliwia jednoczesna utylizacje glukozy
i pentoz. Celem niniejszej pracy byla réwniez dyskusja na temat mozliwego

wykorzystania drozdzy do przemyslowej produkeji rybozy — cukru ze znacznym
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zapotrzebowaniem w roznych dziedzinach gospodarki, gléwnie w farmacji.
Artykul koniezy podsumowanie obecnych danych uzyskanych dzieki analizie
ponad 600 zrddel literatury, ale takze wskazuje na mozliwe kierunki rozwoju
przyszlych badan. Kierunkami takimi moga byé opracowanie nowych metod
selekcji szczepdw z ulepszona wydajno$cia syntezy etanolu oraz innych substancji
z ksylozy oraz hydrolizatéw lignocelulozy, zwiekszenia odpornosci drozdzy
do inhibitoréw znajdujacych w tychze hydrolizatach, bardziej efektywnej
jednoczesnej utylizacji glukozy oraz hydrolizatobw pentoz, konstruowania
szczepow drozdzy zdolnych do hydrolizy polisacharydéw lignocelulozy kolejno z
fermentacja lub przeksztalceniem produktéw hydrolizy do cennych produktéw.
w podsumowaniu zaproponowalam ponadto potencjalnym
czytelnikom/badaczom zwrdcenie szczegblnej uwagi na role czynnikéw
transkrypcji w regulacji metabolizmu i fermentacji ksylozy oraz innych pentoz.
Przeglad zawiera takze kilka waznych, dotad nieopublikowanych wlasnych
danych, zwlaszcza o nowej skutecznej metodzie pozytywnej selekeji ulepszonych
producent6éw etanolu z ksylozy poprzez uzyskanie mutantéw wykazujacych obfity

wzrost na innej pentozie - L-arabinozie.

Najwazniejsze osiagniecia publikacji nr 6:

¢ zebralam najnowsza wiedze o metabolizmie pentoz, nie tylko ksylozy
i L-arabinozy, ale réwniez rybozy, 2-deoksyrybozy, D-arabinozy oraz
liksozy

¢ szczegblowo opisalam mozliwo$ci konwersji pentoz do etanolu, innych
cennych biotechnologicznie produktéw (kwasu mlekowego, ksylitolu,
izobutanolu, lipidéw oraz kwaséw tluszczowych) oraz potencjal

biotechnologiczny odpowiednich gatunkéw i szezepéw drozdzowych
Podsumowanie osiggniecia naukowego:

Przedstawiony cykl prac prezentuje osiagniecie naukowe pozwalajace
na poznanie mechanizméw zwigzanych z regulacja metabolizmu cukrow
znajdujacych sie w polimerach lignocelulozy (gléwnie ksylozy). Najwazniejszym
moim osiggnigciem bez watpienia jest udowodnienie po raz pierwszy

regulatorowej roli czynnikéw transkrypeji w fermentacji alkoholowej ksylozy
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u drozdzy naturalnie metabolizujacych ksyloze na przykladzie O. polymorpha,
mianowicie aktywatorow transkrypcji Cat8 i Hap4-A i Hap4-B oraz represoréw
Tup1, Mig1 i Mig2. Znaczenie czynnikéw transkrypcji w regulacji fermentacji
alkoholowej, zwlaszcza u drozdzy naturalnie zdolnych do metabolizmu pentoz
dotychezas bylo przeoczone lub negowane, ale dzigki moim pracom kolejne grupy
badawcze na $wiecie zwracaja uwage na to zjawisko (Wei et al., 2018; Martinez
et al., 2019; Xie et al., 2020; Dzanaeva et al., 2021; Li et al., 2021). Moje wyniki
w tej dziedzinie, bedac podstawowymi, zostaly wykorzystane w celu
konstruowania ulepszonego producenta etanolu z ksylozy poprzez delecje genu
jednego z aktywatoréw transkrypcji, CATS, u ulepszonego, przy pomocy innych
metod, producenta etanolu z ksylozy. Odkrylam réwniez, ze autofagia (degradacja
materialu komoérkowego zachodzaca w wakuolach) bierze udzial w regulacji
fermentacji ksylozy. Na korzy$¢ tego wniosku $wiadcza dane o zwiekszeniu
produkeji etanolu z ksylozy w wyniku insercji lub delecji genu ATG13, produkt
ktérego, razem z produktem genu ATG1 inicjuje autofagie. Prowadzone przeze
mnie badania pozwolily takze na udowodnienie roli peroksysomow
w alkoholowej fermentacji ksylozy u drozdzy O. polymorpha. Udowodnilam
ponadto, ze fermentacja ksylozy do etanolu u metylotroficznych
termotolerancyjnych drozdzy O. polymorpha zalezy od funkcjonalnej
peroksysomalnej transketolazy (Das1) i transaldolazy (Tal2), podczas gdy ich
odpowiedniki cytozolowe (Tkl1 i Tal1) sa niezbedne do wzrostu na tej pentozie.
Wiedza ta pozwolila na skonstruowanie szczepu  charakteryzujacego
si¢ zwigkszong akumulacja etanolu do 16,1 g/L w temp. 45°C (40-krotnie wiecej
W porownaniu ze szczepami typu dzikiego) w tle genetycznym wczeéniej
wyizolowanego szczepu poprzez jednoczesna nadekspresje peroksysomalnej
transketolazy i transaldolazy. Warto zauwazyé, ze wymienione enzymy
(transketolaza, transaldolaza) nie sa zaangazowane w regulacje fermentacji
alkoholowej glukozy. Waznym podkreélenia jest, ze przy pomocy nowej
pozytywnej metody selekecji polegajacej na izolacji mutantéw formujacych kolonie
na L-arabinozie, uzyskano szczepy gromadzace 20 g/L etanolu z ksylozy,
co 50-krotnie przewyzsza poziom etanolu u szczepu dzikiego. Wyniki
te pozwalaja na potencjalne praktyczne zastosowanie wyizolowanych przeze
mnie szczepow i stanowig absolutny rekord w tak wysokiej temperaturze, gdyz

sa bliskie poziomowi uzyskanemu dla najlepszych szczepow drozdzy mezofilnych
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w temperaturze 30°C. Jesli poréwnaé akumulacja etanolu z ksylozy przez
skonstruowane w trakcie inzynierii metabolicznej szczepy innego gatunku
drozdzy termotolerancyjnych Kluyveromyces marxianus, to wykazuja one
maksymalng zdolno$¢ do produkeji etanolu w temperaturach 40 — 42°C, gdyz
w temperaturze 45°C ich zdolno$¢ do produkeji etanolu zasadniczo spada.
Dodatkowo wszystkie znane szczepy K. marxianus gromadza wysokie stezenia
niepozadanego ksylitolu, natomiast szczepy skonstruowane w toku wykonywania
niniejszego osiagniecia naukowego nie gromadza widocznych ilosci tego
ubocznego produktu fermentacji alkoholowej (Zhang et al., 2015; Suzuki et al.,
2019, P1). W zasadzie dotychczasowa selekcja ulepszonych producentéw etanolu
z ksylozy gléwnie polegala na inzynierii bialkowej pierwszego lub drugiego
enzymu katabolizmu ksylozy oraz na nadekspresji pierwszych trzech genéw tego
szlaku XYLi, XYL2, XYL3. Jako pierwsza wdrozylam do praktyki selekcji
ulepszonych szczepéw drozdzy niekonwencjonalnych delecje genéw czynnikéw
transkrypeyjnych (na przykladzie CAT8) oraz nadekspresje genéw kodujacych
peroksysomalne enzymy transketolazy i transaldolazy (P1; P4). Takze po raz
pierwszy wprowadzilam do praktyki izolowanie ulepszonych producentéw
poprzez selekcje mutantéw opornych na czynnik przeciwnowotworowy
3- bromopirogronian oraz selekcje mutantéw zdolnych do obfitego wzrostu na
innej pentozie, L-arabinozie (P6). Przy tym wartym podkreslenia jest fakt,
ze praca zostala wykonana z uzyciem nowoczesnych metod genetyki
molekularnej oraz biochemii drobnoustrojéw, w tym klonowania molekularnego,
aktywacji (nadekspresji) lub inaktywacji (delecji) sklonowanych genoéw,
wielokopijnej integracji wprowadzanych genéw, analizy ich ekspresji, oznaczania
wlasdciwej aktywnosci enzymow oraz stezenia metabolitéw, a takze mikroskopii

fluorescencyjnej.
Perspektywy badan

W toku przyszlych prac planuje zidentyfikowaé nowe geny regulatorowe
zaangazowane w fermentacje alkoholowa ksylozy u drozdzy O. polymorpha,
poniewaz dysponujemy juz wstepnymi danymi na podstawie opracowanych
przeze mnie nowych metod pozytywnej selekeji mutantéw regulatorowych. Jedna
z juz wspomnianych metod polega na selekcji mutantow, ktére tworza duze

kolonie na L-arabinozie, natomiast druga - na selekcji mutantéw
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O. polymorphaopornych do hamowania wzrostu przez galaktoze
(niemetabolizowany cukier przez O. polymorpha) na ksylozie. W przypadku
pierwszej metody mutanty syntetyzuja wiecej etanolu z ksylozy, natomiast drugiej
(mutanty oporne na galaktoze) nie sa zdolne do fermentowania ksylozy w ogole.
Po zidentyfikowaniu odpowiednich genéw planuje nadeksprymowaé je oraz
poddawa¢  delecji w  celu  skonstruowania bardziej  wydajnego
termotolerancyjnego producenta etanolu z ksylozy, ktéry gromadzilby blisko 30
g etanolu /L z tej pentozy w podwyzszonej temperaturze 45°C (obecnie najlepsze
moje szczepy gromadza 20 g /L, podczas gdy szczep typu dzikiego wytwarza
tylko 0,4 g etanolu/L). Szczegdlna uwaga zostanie zwrécona na konstruowanie
szczepow O. polymorpha, ktére jednoczes$nie wykorzystuja i fermentuja glukoze
i ksyloze. Cel ten zostanie osiagniety dzieki modyfikacji genéw odpowiedzialnych
za transport cukréw u O. polymorpha, ktére powoduja zwiekszenie
powinowactwa transporteréw do ksylozy i zmniejszenie do glukozy. Kolejnym
celem beda badania metabolizmu i fermentacji alkoholowej trzeciego pod
wzgledem ilosci cukru w biosferze, po glukozie i ksylozie, tj. L-arabinozy.
Odkrylam, ze mozna wyselekcjonowaé mutanty O. polymorpha, ktére rosng
na L-arabinozie i wytwarzaja pewne ilosci etanolu z tej pentozy, chociaz sa one
bardzo niskie (metoda otrzymywania takich mutantéw pozwolila na dokonanie
zgloszenia patentowego aktualnie rozpatrywanego (Urzad Patentowy RP),
P.435340. Sposoby uzyskania drozdzowych producentéw etanolu z ksylozy
z termotolerancyjnych drozdzy Ogataea polymorpha, data rejestracji
15.09.2020, podmiot zglaszajacy Uniwersytet Rzeszowski, Podkarpackie
Centrum Innowacji Sp. Z. O. O., Rzeszow, Polska — efekt realizacji projektu
finansowanego przez Podkarpackie Centrum Innowacji, ktérego bylam
kierownikiem, nr projektu 06/UR/1/DG/PCI/2019. Ponadto opracowuje nowa
strategie, dzigki ktérej mozliwe bedzie wyizolowanie drozdzy O. polymorpha
zdolnych do efektywnej jednoczesnej fermentacji wszystkich gléwnych cukrow
hydrolizatéw lignocelulozy, glukozy, ksylozy i L-arabinozy w podwyzszonych
temperaturach. Bedzie to wazny krok na drodze konstruowania nowoczesnego,
wydajnego, termotolerancyjnego drozdzowego producenta bioetanolu drugiej

generacji z odnawialnego surowca — lignocelulozy.
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Wyniki badan prezentowane w cyklu habilitacyjnym byly przedstawione

na licznych konferencjach, tak krajowych, jak i zagranicznych, m.in.: w Gdansku,

Wroclawiu, Rzeszowie, Lwowie (Ukraina), Kijowie (Ukraina), Novej Goricy

(Slowenia), Levico Terme (Wlochy).
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Niniejsze osiagniecie naukowe zrealizowalam nie tylko

w macierzystej uczelni, ale takze w ramach wspélprac naukowych:

¢ Instytut Biologii Komoérki Narodowej Akademii Nauk Ukrainy, Lwéw,
Ukraina

Czgs¢ badan prezentowanych w ramach ,osiagnigcia naukowego” wykonywane
byly podczas moich wielokrotnych pobytéw w tej jednostce. Rezultatem tego
sa liczne publikacje naukowe wykonywane w ramach tej wspélpracy. Warto
wspomnie¢, ze konstruowanie szczepéw oraz oznaczenia metabolitéw za pomoca
HPLC w ramach publikacji P2. przeprowadzalam we wspélpracy z dr hab.
Kostyantyn Dmytruk oraz dr Olena Kurylenko w Instytucie Biologii Komorki
Narodowej Akademii Nauk Ukrainy we Lwowie podczas mojego pobytu w tej
instytucji. Z tego tez powodu publikacje afiliuje adresem mojej macierzystej
instytucji, tj. Uniwersytetu Rzeszowskiego, ale i Instytutu Biologii Komérki NAN
Ukrainy we Lwowie. Co ciekawe z uwagi na moje wieloletnie zainteresowanie

naukowe tematem metabolizmu pentoz oraz doé$wiadczenie w tej dziedzinie,
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moje liczne rozmowy z kolegami ze wspomnianego instytutu we Lwowie i dzieki
wymianie pogladéw w tej tematyce, powstala publikacja przegladowa P6. Z wyzej
wymienionych powodow oraz zwazywszy na Scisla wieloletnia wspolprace, a takze
przedstawienie w publikacji rezultatéw badan, réwniez tych otrzymanych przeze
mnie w toku mojego pobytu w Instytucie Biologii Komérki, we wspomnianym
artykule réwniez widnieje afiliacja wspomnianej jednostki. Pragne przy tym

podkresli¢, ze wspodlpraca jest kontynuowana.

W pracach zawarto wyniki uzyskane podczas realizacji nastepujacych
projektow badawczych:

¢ Federacja Europejskich Stowarzyszen Mikrobiologicznych, FEMS-RG-
2015-0096.R1 (2016), tytul: ,Studying the role of CAT8 transcriptional
activator in the yeast xylose alcoholic fermentation” — kierownik projektu

¢ Narodowe Centrum Nauki, 2016/21/B/NZ1/00280 (2017 — 2020), tytul:
»Rola czynnikéw transkrypeyjnych w regulacji metabolizmu oraz
fermentacji glukozy i ksylozy u niekonwencjonalnych drozdzy Ogataea
polymorpha” — wykonawca, wspélautor projektu

¢ Narodowe Centrum Nauki, 2020/37/B/NZ1/02232 (2021 — 2024), tytul:
»Genetyczna kontrola metabolizmu oraz fermentacji alkoholowej pentoz
(D-ksyloza, L-arabinoza) u termotolerancyjnych drozdzy Ogataea
polymorpha” — wykonawca, wspélautor projektu

¢ Podkarpackie Centrum Innowacji, 06/UR/1/DG/PCI/2019 (2020), tytul:
,Konstruowanie  szczepdbw  drozdzy zdolnych do  wydajnej
wysokotemperaturowej fermentacji glukozy i ksylozy” — kierownik
projektu

¢ Podkarpackie Centrum Innowacji, 13/UR/1/DG/PCI/2019 (2020), tytul:
»Uzyskanie preparatéw ryboflawiny (witaminy B2) na serwatce przy
pomocy drozdzy Candida famata” — wykonawca projektu, wspélautor
projektu

¢ Narodowe Centrum Nauki, 2018/29/B/NZ1/01497 (2019 — 2022), tytul:
»2Mechanizmy regulatorowe zaangazowane w nadprodukcje ryboflawiny
u flawinogennych drozdzy Candida famata” — wykonawca, wspétautor

projektu
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotna aktywnos$cia naukowsg albo artystyczna

realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji

kultury, w szczegblno$ci zagranicznej:

A)) Praca naukowa

Moje zainteresowania od poczatku mojej dzialalnosci akademickiej skupione sa

wokol biotechnologii drozdzy niekonwencjonalnych, w swoich badaniach

podejmowalam rézne zagadnienia wokol tego tematu.

W swojej pracy naukowej wykorzystywalam metody klasycznej mikrobiologii,

a takze najnowsze techniki inzynierii genetycznej oraz biochemii. Moimi

modelami badaweczymi byly drozdze, ze szczegblnym uwzglednieniem drozdzy

konwencjonalnych (S. cerevisiae) oraz niekonwencjonalnych (O. polymorpha,

Komagataella phaffii, S. (Pichia) stipitis), a takze bakterie Streptomyces

davaonensis. Badania te zaowocowaly artykulami naukowymi, rozdzialami

w monografiach, wspélpraca krajowa oraz miedzynarodowa (szczegdlowe

osiggniecia przedstawiono w zalgezniku nr 4).

Mdj catkowity dorobek (punktacja zgodna z rokiem publikacji) obejmuje:

Sumaryczny
Impact Factor
(punkty MEiN)

Calkowity

Przed uzyskaniem

stopnia doktora

Po uzyskaniu
stopnia doktora

Stanowiacy
»0siggniecie

naukowe”

34,201

(510)

(0)

34,201

(510)

Bez uwzglednienia  Z uwzglednieniem
artykulow artykulow
stanowiacych stanowigcych
glowne ,,0siggniecie gléowne ,0siggniecie
naukowe” naukowe”
69,185 103,476
(1150) (1660)

4,221 4,221
(40) (40)

64,964 99,255
(1110) (1620)
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Moj dorobek mozna podzieli¢ wedlug nastepujacej tematyki badan:

5.1. Konstruowanie aktywnych drozdzowych producentéw

biopaliw

Moim gléwnym tematem badawczym jest konstruowanie aktywnych
drozdzowych producentéw biopaliw, czego potwierdzeniem sg liczne publikacje
naukowe, ktore nie znalazly sie w osiggnieciu naukowym. Przy pomocy inzynierii
bialkowej oraz nadekspresji genow transporteréow cukréow udalo sie skonstruowaé
mutanty O. polymorpha zdolne do jedoczesnego metabolizmu i fermentacji
ksylozy i glukozy (Vasylyshyn et al., 2020). Interesuje mnie réwniez rola
czynnikobw transkrypeyjnych oraz genéw regulatorowych zwigzanych
z alkoholowa fermentacja cukréw u drozdzy konwencjonalnych, bylam
kierownikiem naukowym stazu doktorantki Krélewskiego Uniwersytetu
im. Kréla Mongkuta (Bangkok, Tajlandia) Pani Pattanan Songdech prowadzacej
badania w moim laboratorium o tematyce czynnikéw transkrypeyjnych
(Songdech et al., 2020). Uczestniczylam w badaniach nad rolg peroksysomoéw,
enzymow peroksysomalnych oraz czynnikéw transkrypeyjnych Znf1, Sip4, Adri,
Tup1, and Hap4 w katabolizmie ksylozy u drozdzy S. cerevisiae (Dzanaeva et al.,
2020; 2021). Nalezy zaznaczyé, ze prace te zostaly rozpoczete po moich
publikacjach dotyczacych roli czynnika transkrypeyjnego Cat8 i enzyméw
peroksysomalnych w fermentacji alkoholowej ksylozy u O. polymorpha (P1, P4).
Bralam udzial w badaniu insercyjnych mutantéw u innego gatunku drozdzy
naturalnie fermentujacych ksyloze, S. stipitis, co skutkowalo identyfikacjg genu
HEM25 uczestniczacym w regulacji alkoholowej fermentacji ksylozy oraz glukozy
(Berezka et al., 2021). Jak wspomniano wezeéniej bylam kierownikiem projektu
naukowego finansowanego przez Podkarpackie Centrum Innowacji, dotyczacym
dalszego udoskonalania obecnego producenta etanolu z ksylozy. W trakcie
wykonania projektu zostala opracowana nowa metoda pozytywnej selekcji
mutantéw O. polymorpha produkujacych zwiekszone iloéci etanolu z ksylozy
i zostal zlozony wniosek patentowy P.435340. Sposoby uzyskania drozdzowych
producentow etanolu z ksylozy z termotolerancyjnych drozdzy Ogataea
polymorpha (patrz powyzej). Warto wspomnieé, ze interesuje mnie réwniez
badanie syntezy wyzszych alkoholi przez drozdze niekonwencjonalne.

Zaobserwowalam, ze wielojadrowe drozdze z gigantycznymi komérkami
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Magnusiomyces magnusii wytwarzaja duze ilosci izobutanolu, okoto 20-30 razy

wiecej niz znane drozdze piekarnicze S. cerevisiae (Kurylenko et al., 2020).

Bylam rowniez zaangazowana w badanie syntezy glicerolu i jego biokonwers;ji

do etanolu u drozdzy (Kata et al., 2016; Semkiv et al, 2020).

Po uzyskaniu stopnia doktora:

1.

Dzanaeva L, Kruk B, Ruchala J, Sibirny A, Dmytruk K. The impact
of transcription factors Znfi, Sip4, Adri, Tupi, and Hap4 on xylose
alcoholic fermentation in the engineered yeast Saccharomyces cerevisiae.
Antonie Van Leeuwenhoek. 2021;25. doi: 10.1007/s10482-021-01607-6.
IF 2,271; MEIN: 70

Berezka K, Semkiv M, Borbuliak M, Blomqvist J, Linder T, Ruchala J,
Dmytruk K, Passoth V, Sibirny A. Insertional tagging of the
Scheffersomyces stipitis gene HEM25 involved in regulation of glucose
and xylose alcoholic fermentation. Cell Biol Int. 2021; 45(3):507-517. doi:
10.1002/cbin.11284. IF 3,612; MEiN: 70

Vasylyshyn R, Kurylenko O, Ruchala J, Shevchuk N, Kuliesiene N,
Khroustalyova G, Rapoport A, Daugelavicius R, Dmytruk K, Sibirny A.
Engineering of sugar transporters for improvement of xylose utilization
during high-temperature alcoholic fermentation in Ogataea polymorpha
yeast. Microb Cell Fact. 2020; 19(1):96. doi: 10.21203/1s.2.22909/v1 . IF
5,328; MEIN: 100

Dzanaeva L, Kruk B, Ruchala J, Nielsen J, Sibirny A, Dmytruk K. The
role of peroxisomes in xylose alcoholic fermentation in the engineered
Saccharomyces cerevisiae. Cell Biol Int. 2020; 44(8):1606-1615.
doi: 10.1002/cbin.11353. IF 3,612; MEiN: 70

Dzanaeva L, Ruchala J, Sibirny A, Dmytruk K. The impact of
transcriptional factors Znf1 and Sip4 on xylose alcoholic fermentation in
recombinant strains of yeast Saccharomyces cerevisiae. Cytol Genet.
2020; 54(5): 386-392. doi: 10.3103/S0095452720050035. IF 0,579;
MEIiN: 20

Kurylenko OO, Ruchala J, Dmytruk KV, Abbas CA, Sibirny AA.

Multinuclear yeast Magnusiomyces (Dipodascus, Endomyces) magnusii
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is a promising isobutanol producer. Biotechnol J. 2020; 15(7):1900490.
doi: 10.1002/biot.201900490. IF 4,677; MEiN: 100

Semkiv MV, Ruchala J, Dmytruk KV, Sibirny AA. 100 Years Later, What
Is New in Glycerol Bioproduction? Trends Biotechnol. 2020; 38(8):907-
016. doi: 10.1016/j.tibtech.2020.02.001. IF 19,536; MEiN: 200
Songdech P, Ruchala J, Semkiv MV, Jensen LT, Sibirny A,
Ratanakhanokchai K, Soontorngun N. Overexpression of transcription
factor ZNF1 of glycolysis improves bioethanol productivity under high
glucose concentration and enhances acetic acid tolerance
of Saccharomyces cerevisiae. Biotechnol J. 2020; 15(7):1900492.
doi: 10.1002/biot.201900492. IF 4,667; MEiN: 100

Kurylenko O, Semkiv M, Ruchala J, Hryniv O, Kshanovska B, Abbas C,
Dmytruk K, Sibirny A. New approaches for improving the production
of the 1st and 2nd generation ethanol by yeast. Acta Biochim Pol. 2016;
63(1):31-38. doi: 10.18388/abp.2015_1156. IF 1,159; MEiN: 15

Kata I, Semkiv MV, Ruchala J, Dmytruk KV, Sibirny AA. Overexpression
of the genes PDC1 and ADH1 activates glycerol conversion to ethanol
in the thermotolerant yeast Ogataea (Hansenula) polymorpha. Yeast.
2016; 33(8):471-8. doi: 10.1002/yea.3175. IF 2,259; MEiN: 25

Rozdzialy w monografiach:

1

Dmytruk KV, Kurylenko OO, Ruchala J, Abbas CA, Sibirny AA. Genetic
improvement of conventional and nonconventional yeasts for the
production of first- and second-generation ethanol. In: Sibirny A. (eds)
Biotechnology of Yeasts and Filamentous Fungi. Springer, Cham. 2017.
doi: 10.1007/978-3-319-58829-2_ 1. MEiN201-= 20

Dmytruk K., Kurylenko O., Ruchala J., Ishchuk O., Sibirny A.
Development of the thermotolerant methylotrophic yeast Hansenula
polymorpha as efficient ethanol producer. In: Satyanarayana T, Kunze G
(eds) Yeast Diversity in Human Welfare. Springer, Singapore. 2017.
doi: 10.1007/978-981-10-2621-8_11. MEiNz2017= 20

Przed uzyskaniem stopnia doktora:
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1. Kurylenko OO, Ruchala J, Hryniv OB, Abbas CA, Dmytruk KV, Sibirny
AA. Metabolic engineering and classical selection of the methylotrophic
thermotolerant yeast Hansenula polymorpha for improvement of high-
temperature xylose alcoholic fermentation. Microb Cell Fact. 2014; 13:122.

doi: 10.1186/s12934-014-0122-3. IF 4,221; MEiN: 40

Rozdzialy w monografiach:

1. Semkiv M, Kurylenko O, Ruchala J, Hryniv O, Kshanovska B, Dmytruk
K, Sibirny A. Yeast alcoholic fermentation: achievements and challenges.
In: Novikov V (eds) Modern directions in chemistry, biology, pharmacy
and biotechnology. Lviv Politechnic National University, Lviv, Ukraine.
2015, 235-248, ISBN 978-617-607-824-1.

2. Semkiv MV, Kurylenko OO, Ruchala J, Hryniv OB, Dmytruk KV, Sibirny
AA. Yeast metabolic engineering for construction of the advanced
bioethanol producers from renewable feedstocks In: Sibirny A,
Fedorovych D, Gonchar M, Grabek-Lejko D (eds) Living organisms and
bioanalytical approaches for detoxification and monitoring of toxic
compounds. University of Rzeszow in corporation with Institute of Cell
Biology National Academy of Sciences of Ukraine, Rzeszow. 2015, 333-
341, ISBN 978-83-7667-203-8.

3. Kurylenko O, Ruchala J, Dmytruk K, Sibirny A. New targets for
improvement of xylose alcoholic fermentation in the methylotrophic yeast
Hansenula polymorpha. In: Sibirny A, Fedorovych D, Gonchar M,
Grabek-Lejko D (eds) Living organisms and bioanalytical approaches for
detoxification and monitoring of toxic compounds. University of Rzeszow
in corporation with Institute of Cell Biology National Academy of Sciences

of Ukraine, Rzeszow. 2015, 247-257, ISBN 978-83-7667-203-8.

5.2. Genetyczna kontrola produkcji ryboflawiny
u_flawinogennych drozdzy Candida famata

Moje kolejne zainteresowanie naukowe dotyczy syntezy ryboflawiny (witaminy
B2) u flawinogennych drozdzy C. famata. W ramach tego cyklu badawczego

udowodnilam wazna role ekskrecji ryboflawiny z komérek oraz biosyntezy
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nukleotydéw purynowych w nadprodukeji ryboflawiny. Dzieki tym obserwacjom
udalo mi sie skonstruowaé wydajniejszych producentéw witaminy B. (Tsyrulnyk
el al., 2020; Dmytruk et al., 2020). Udowodnione zostalo, ze nadekspresja genu
drozdzy homologicznego do bialka BCRP transportujacego ryboflawine
z gruczolu mlekowego do mleka u ssakow, prowadzi do nadprodukeji
ryboflawiny u drozdzy Candida famata (Tsyrulnyk et al., 2020). Przy pomocy
inzynierii bialkowej produktéw genéw biosyntezy nukleotydéw purynowych
de novo PRS3 oraz ADE4 oraz ich nadekspresji udalo sie ulepszy¢ istniejacego
stabilnego nadproducenta ryboflawiny, gdyz nukleotyd purynowy GTP jest
prekursorem w biosyntezie witaminy B. (Dmytruk et al., 2020). Odkrylam
réwniez, ze skonstruowany przez nas szczep C. famata wytwarza zwiekszong
ilos¢ ryboflawiny w pozywce z serwatka (produkt uboczny przemystu
mleczarskiego) i mam nadzieje, ze to odkrycie zostanie wdrozone w praktyke, aby
ten uboczny produkt (serwatka) moégl byé¢ przeksztalcany w cenny produkt
(witamine Bz). Pomysl ten rozwijalam jako wykonawca projektu naukowego
finansowanego przez Podkarpackie Centrum Innowacji (nr projektu:
13/UR/1/DG/PCI/2019), efektem ktérego dokonano zgloszenia patentowego
aktualnie rozpatrywanego (Urzad Patentowy RP), P.435341. Nowy szczep
drozdzy Candida famata zdolny do nadprodukeji ryboflawiny, zastosowanie
szezepu drozdzy Candida famata BCRP do wytwarzania ryboflawiny oraz sposéb
wytwarzania ryboflawiny” 15.09.2020 (data rejestracji), podmiot zglaszajacy
Uniwersytet Rzeszowski, Podkarpackie Centrum Innowacji Sp. Z.0.0, Rzeszéw,
Polska. Niedawno takze prace nad ryboflawing znalazly kontynuacje w nowym
wymiarze:  skonstruowalam  szczepy  niekonwencjonalnych  drozdzy
Komagataella phaffii (Pichia pastoris), ktére wytwarzaja bakteryjny antybiotyk
flawinowy - aminoryboflawine. Jest to o tyle wazne, ze jest to pierwszy taki
przyklad, kiedy skonstruowano drozdzowego producenta antybiotykéw
naturalnie syntetyzowanych przez bakterie. Aminoryboflawina wyizolowana
z rekombinowanych drozdzy okazala sie aktywna przeciwko patogennym
bakteriom Staphylococcus aureus i Listeria monocytogenes (pracowalem nad
tym w ramach projektu wymiany polsko-austriackiej na Uniwersytecie Zasobéw
Naturalnych i Nauk Przyrodniczych, BOKU we Wiedniu, Austria).

Podsumowujae, moje doswiadczenia potwierdzaja znaczenie fabryk
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komorkowych réznych gatunkéw drozdzy niekonwencjonalnych w produkeji

biopaliw, glicerolu, witamin i antybiotykow.
Po uzyskaniu stopnia doktora:

1. Tsyrulnyk AO, Andreieva YA, Ruchala J, Fayura LR, Dmytruk KV,
Fedorovych DV, Sibirny AA. Expression of yeast homolog of the mammal
BCRP gene coding for riboflavin efflux protein activates vitamin B2
production in the flavinogenic yeast Candida famata. Yeast. 2020;37(9-
10):467-473. doi: 10.1002/yea.3470. IF 3,239; MEiN: 70

2. Dmytruk KV, Ruchala J, Fedorovych DV, Ostapiv RD, Sibirny AA.
Modulation of the purine pathway for riboflavin production in flavinogenic
recombinant strain of the yeast Candida famata. Biotechnol J. 2020;

15(7):€1900468. doi: 10.1002/biot.201900468. IF 4,677; MEiN: 100

5.3. Produkcja glutationu przez drozdze

Kolejny cykl publikacji dotyczy glutationu (y-L-glutamylo-L-cysteinylo-glicyna).
Glutation jest gléwnym tiolem komorki eukariotycznej. Ten tripeptyd jest
najwazniejszym wewnatrzkomérkowym buforem redoks. Glutation bierze udzial
w detoksykacji metali ciezkich, ksenobiotykéw, rodnikéw tlenu, bierze udzial
w syntezie DNA oraz innych reakcjach. Glutation jest waznym produktem
biotechnologicznym uzywanym w medycynie jako lek, zwlaszcza w terapii szeregu
nowotworéw, jako krioprotektor i imunomodulator, a takze w przemyslach
spozywcezym 1 kosmetycznym dla usuniecia szkodliwych proceséow oksydacyjnych
i wiazania toksycznych substancji (Ruchala et al., 2015). Szacowana roczna
produkceja glutationu w skali §wiatowej wynosi okolo 1000 ton na ogélng kwote
okolo 200 mln dolaréw amerykanskich (Marz 2014). Drozdze, a w szczeg6lnoéci
drozdze metylotroficzne O. polymorpha naleza do najbardziej wydajnych
producentéw glutationu (Ubiyvovk et al. 2011). ProwadziliSmy badania,
w ktorych wykazaliSmy, ze wysuszone komorki szezepéw O. polymorpha
wytwarzajacych zwigkszone iloéci glutationu, zachowuja dobrg zywotno$é
podczas ich przechowywania. Skonstruowany szczep w ramach zwiekszonej
produkeji glutationu jest bardziej stabilny podczas przechowywania w stanie
suchym niz szczep rodzicielski. Mozna to wytlumaczy¢ lepsza ochrona blon

wewnatrzkomorkowych podezas odwodnienia komorek przez wieksze ilosci
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glutationu w tych komoérkach. Specjalna procedura wstepnego uwodnienia

suchych komoérek w parze wodnej spowodowala odtworzenie prawie 100%

odwodnionych komorek. Jednoczeénie udowodniliémy, ze odwodnienie -

rehydratacja komoérek nie wplywa na ich zdolno$é do produkeji glutationu,

co pozwala na stosowanie suchych, aktywnych preparatow O. polymorpha

w procesach biotechnologicznych zwigzanych z produkeja glutationu (Kurylenko

etal.,

2019).

Po uzyskaniu stopnia doktora:

1.

b9

(8]

Kurylenko O, Rozenfelde L, Khroustalyova G, Vasylyshyn R, Ruchala J,
Chang CR, Daugelavicius R, Sibirny A, Rapoport A. Anhydrobiosis
in yeasts: Glutathione synthesis by yeast Ogataea (Hansenula)
polymorpha cells after their dehydration-rehydration. J Biotechnol. 2019;
304:28-30. doi: 10.1016/j.jbiotec.2019.08.005. IF 3,503; MNiSW: 70
Muter O, Khroustalyova G, Rimkus A, Kalderis D, Ruchala J, Sibirny A,
Rapoport A. Evaluation of the enhanced resistance of Ogataea
(Hansenula) polymorpha to benzalkonium chloride as a resource for
bioremediation technologies. Process Biochem. 2019; 87:157-163.
doi: 10.1016/j.procbio.2019.08.026. IF 2,952; MNiSW: 70
Kulikova-Borovikova D, Khroustalyova G, Chang CR, Daugelavicius R,
Yurkiv M, Ruchala J, Sibirny A, Rapoport A. Anhydrobiosis in yeast:
Glutathione overproduction improves resistance to dehydration
of a recombinant Ogataea (Hansenula) polymorpha strain. Process
Biochem. 2018; 71: 41-44. doi: 10.1016/j.procbio.2018.05.016. IF 2,883;
MNiSW: 30

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

Rozdzialy w monografiach:

1.

Ruchala J, Kurylenko OO, Sibirny AA. Production of glutathione
by yeasts and the role of this thiol in methylotrophic metabolism and
xenobiotic detoxification. In: Sibirny A, Fedorovych D, Gonchar M,
Grabek-Lejko D (eds) Living organisms and bioanalytical approaches

for detoxification and monitoring of toxic compounds. University of
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Rzeszow in corporation with Institute of Cell Biology National Academy
of Sciences of Ukraine, Rzeszow. 2015, 227-236, ISBN 978-83-7667-203-
8.

B.) Wspolpraca

Wspblpraca miedzynarodowa:

Oprocz aktywnego uczestnictwa w licznych konferencjach naukowych, realizuje
takze wspolprace miedzynarodowa z kilkoma badaczami. Wynikiem tego jest
realizacja pewnych zadan badawczych, a takze wspolne publikacje naukowe oraz
przedsiewziecia. Prowadze $cisla wspolprace naukowa z dr hab. Kostyantyn
Dmytruk oraz dr Olena Kurylenko (Instytut Biologii Komérki Narodowej
Akademii Nauk Ukrainy, Lwéw, Ukraina), rezultatem czego sa liczne publikacje
naukowe, o ktérych mowa jest w autoreferacie. Ponadto przebywalam na
3- miesigcznym stazu realizujac swoj projekt naukowy w laboratorium dr hab.
Kostyantyn Dmytruk finansowanym przez Federacje Europejskich Stowarzyszeri
Mikrobiologicznych (FEMS). Rezultatem tego pobytu jest ujeta w osiagnieciu
naukowym publikacja naukowa Ruchala et al., 2017 (P1).

W ramach tematu konstruowania szczepéw drozdzy zdolnych do zwiekszonej
produkeji glutationu nawigzalam wspoélprace z prof. Alexander Rapoport
(Uniwersytet Lotewski; Ryga, Lotwa) oraz prof. Rimantas Daugelavi¢ius
(Vytautas Magnus University; Kowno, Litwa). W ramach nawiazanej wspélpracy,
oprocz publikacji naukowych, wraz z prof. Alexander Rapoport przygotowujemy
jako zaproszeni edytorzy specjalne wydanie czasopisma Fermentation (Impact

Factor: 3,975; wydawnictwo MDPI).

Jeszcze w czasach studiéw doktoranckich mialam przyjemnosé wspolpracowaé
z prof. Volkmar Passoth (SLU Szwedzki Uniwersytet Rolniczy; Uppsala;
Szwecja) oraz niezyjacym juz prof. Jure Piskur (Uniwersytet Lund; Lund;
Szwecja). Dzigki projektowi Visby, nr projektu: 00577/2010, w roku 2013
przebywalam na 6- miesiecznym stazu naukowym w laboratorium prof. Jure
Piskur realizujgc projekt badawczy o tytule ,Disruption of genes of Dekkera
bruxellensis yeast involved in pathways of amino acid biosynthesis”. Z kolei

zainteresowania naukowe prof. Volkmar Passoth skierowane byly
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na fermentacje alkoholowa drozdzy P. stipitis, a rezultatem naszej wspoélpracy

jest publikacja naukowa Berezka et al., 2021.

Z uwagi na szerzacy sie globalny problem antybiotykoopornosci, moje
zainteresowania dotycza takze poszukiwania nowych skutecznych lekow
przeciwdrobnoustrojowych, ktore bylyby efektywne przeciwko wielu opornym na
antybiotyki patogennym bakteriom. Wedlug literatury naukowej, antybiotyk
rozeoflawina - naturalny analog ryboflawiny (witamina B2) wytwarzany przez
promieniowce S. davaonensis i Streptomyces cinnabarinus skutecznie hamuje
wzrost bakterii Gram-dodatnich, takich jak S. aureus i L. monocytogenes,
a jej chemiczne pochodne wykazuja dzialanie przeciwnowotworowe. Jednak
z uwagi na to, ze produkuje on dos¢ niskie ilosci rozeoflawiny, zdecydowali$émy
sie na ekspresje genow zwigzanym z synteza rozeoflawiny w jednym z najlepszych
drozdzowych systeméw ekspresyjnych tj. drozdzach K. phaffii. Z tego tez powodu
weszliSmy we wspélprace z jedna z najlepszych grup badawezych zajmujacych sie
tym gatunkiem w Europie, ktorej kierownikiem jest prof. Diethard
Mattanovich (Uniwersytet Zasobéw Naturalnych i Nauk Przyrodniczych,
BOKU; Wieden, Austria). Rezultatem tej wspolpracy jest projekt wymiany
osobowej polsko-austriackiej finansowanej z polskiej strony przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (obecnie ta funkcje przejela NAWA) o tytule:
»Klonowanie genéw zaangazowanych w proces biosyntezy antybiotyku
rozeoflawiny pochodzacych od naturalnych producentéw tego zwigzku
Streptomyces davawensis do komérek drozdzy Candida famata i Pichia pastoris
nadproducentéw ryboflawiny”, nr projektu: DWM.ZWB.183.218.2015. W ramach
tego projektu dwukrotnie przebywalam w laboratorium prof. Diethard
Mattanovich (1 miesigc w 2016; 2 miesigce w 2017) realizujac zadania. Rezultaty
prezentowane byly przeze mnie na konferencjach naukowych w tym podczas
8. Miedzynarodowej Konferencji Weiglowskiej (2019); L6dz, Polska a takze
bedac zaproszonym wykladowea podezas 3s5th International Specialised
Symposium on Yeasts (2019), Antalya, Turcja, a takze w przygotowaniu jest

wspolna publikacja naukowa.

Ponadto jestem rowniez uczestnikiem miedzynarodowego programu COST
(European Cooperation in Science and Technology) o drozdzach YEAST4BIO.

Tytul programu to: ,Non-conventional yeasts for the production
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of bioproducts”, a wiec dotyczy mozliwego biotechnologicznego wykorzystania
drozdzy niekonwencjonalnych; jestem czlonkiem grupy WG4: Bioproducts
generation from the sugars platform by non- conventional yeasts. Program ma
na celu stworzenie sieci badaczy w calej Europie, w tym takze znalezienie

partneréw do skladania unijnych projektéw badawczych.

Bylam laureatem licznych stypendiéw pozwalajacych na uczestnictwo
w konferencjach naukowych organizowanych lub wspoélfinansowanych przez
FEMS, m.in.:

¢ FEMS Meeting Grant na uczestnictwo w the 8t Congress of European
Microbiologist (FEMS 1019); Glasgow, Szkocja, 2019

¢ FEMS Meeting Grant na uczestnictwo w The 33 International Specialised
Symposium on Yeast (ISSY33), Cork, Irlandia, 2017

¢ FEMS Meeting Grant na uczestnictwo w The 6th Congress of European
Microbiologists (FEMS 2015), Maastricht, Holandia, 2015

W 2018 bylam przewodniczacym sekretariatu miedzynarodowej konferencji
naukowej o drozdzach niekonwencjonalnych ,Non-conventional Yeasts: from
Basic Research to Application” organizowanej w Rzeszowie, Polska; ktéra
zgromadzila 148 uczestnikbw w tym 117 uczestnikéw zagranicznych

reprezentujacych 36 krajow.

W 2020 bylam kierownikiem sekretariatu oraz czlonkiem komitetu naukowego
Pierwszej Polskiej Konferencji Drozdzowej (ktéra z uwagi na sytuacje
epidemiczna zostala przeniesiona na rok 2022), a takze otrzymalam odpowiedni
grant FEMS na organizacje tej konferencji (FEMS Meeting Organizer Grant,
numer decyzji: FEMS-G0-2019-569).

Dodatkowo od roku 2013 jestem czlonkiem Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw, a od 2021 jestem czlonkiem zarzadu oddzialu rzeszowskiego

tego towarzystwa.
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Recenzje wydawnicze dla czasopism naukowvch:

Bylam recenzentem 5 publikacji w miedzynarodowych czasopismach naukowych
a takze 7 projektow naukowych finansowanych przez Narodowa Fundacja Badan
Ukrainy (The National Research Foundation of Ukraine, NRFU)

Recenzje artykulow dla czasopism JCR:

Recenzowalam artykuly naukowe dla Microbial Cell Factories (4) oraz Current

Genetics (1).

Jestem zaproszonym redaktorem specjalnego numeru czasopisma

w<Fermentation” wydawnictwa MDPI (IF: 3,975).
C.) Podsumowanie

M6j dorobek naukowy obejmuje:

22 prac oryginalnych i artykuléow przegladowych opublikowanych
w czasopismach posiadajacych wspélezynnik wplywu impact factor

6 prac oryginalnych i artykuléw przegladowych opublikowanych w monografiach
3 zgloszenia patentowe

56 doniesien konferencyjnych zaprezentowanych na konferencjach
miedzynarodowych (54) i krajowych (2), z ktérych 13 to prezentacje ustne
przedstawione na zaproszenie

Sumaryczny wspélezynnik wplywu impact factor wedlug listy Journal Citation
Raport zgodny z rokiem publikacji: 103,476

Sumaryczna punktacja MEiN wszystkich prac, zgodna z rokiem publikacji: 1660
Liczba cytowann publikacji wedlug bazy Web of Science: 125 (dane
z dn. 02.09.2021r1.)

Liczba cytowan publikacji (bez autocytowan) wedlug bazy Web of Science: 95
(dane z dn. 02.09.20217T.)

Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science: 6 (02.09.2021 r.) oraz 7 wedlug bazy
Scopus (dane z dn. 11.06.20211.)
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6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke:

A.) Osiagniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki

Juz od czaséw przygotowywania pracy doktorskiej aktywnie wlaczam sie
w dzialalno$¢ dydaktyczna w ramach praktyk dydaktycznych. W Uniwersytecie
Rzeszowskim, juz jako pracownik, prowadze ¢éwiczenia laboratoryjne oraz
wyklady z przedmiotéw takich jak: Mikrobiologia, kierunek Biologia, II rok,
I stopnia; Podstawy biotechnologii, kierunek Biologia, III rok, I stopnia; Biologia
molekularna, kierunek Biologia, I rok, II stopnia; Nowoczesne techniki inzynierii
genetycznej, kierunek Biologia, I rok, II stopnia; Technologie mikrobiologiczne,
kierunek Biotechnologia, II rok, I stopnia; Inzynieria genetyczna
drobnoustrojow, kierunek Biotechnologia, III rok, I stopnia; Mikrobiologia
zywnoéci, kierunek Technologia Zywnosci i Zywienia Czlowieka, I rok, I stopnia;
Mikrobiologia, kierunek Rolnictwo, IT rok, I stopnia; Agrobiotechnologia,
kierunek Rolnictwo, I rok, II stopnia. Prowadzilam takze zajecia — zar6éwno
wyklady, jak i zajecia laboratoryjne dla studentow ERASMUS+ z przedmiotow

Genetic engineering oraz Molecular biology.

Ponadto od 30 pazdziernika 2019 r. jestem czlonkiem Zespolu Programowego

kierunku Biologia na Uniwersytecie Rzeszowskim.
B.) Opieka naukowa nad studentami

Bylam promotorem 2 prac inzynierskich, 4 prac licencjackich (z czego
2 eksperymentalnych) oraz 9 prac magisterskich na kierunkach Technologia
zywnosci i zywienia czlowieka oraz Biologia. Obecnie jestem promotorem
5 studentéw przygotowujacych prace magisterskie, 1 studenta przygotowujacego
prace licencjacka oraz 1 studenta przygotowujacego prace inzynierska

na kierunkach Biologia oraz Biotechnologia.

C.) Aktywnos¢ w kierunku podnoszenia kwalifikacji
zawodowych

W ramach podnoszenia kwalifikacji zawodowych w 2019 r. bylam uczestnikiem

miedzynarodowej letniej szkoly dla nauczycieli mikrobiologii organizowanej
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przez Europejska Federacje Towarzystw Mikrobiologicznych (FEMS) oraz

Uniwersytet Rzeszowski.
D.) Publikacje popularnonaukowe

Bylam uczestnikiem czwartej edycji projektu Art & Science, organizowanego
przez Instytut Nenckiego PAN oraz Uniwersytet Rzeszowski, a takze Fundacje
Marcelego Nenckiego Wspierania Nauk Biologicznych oraz Nencki Art
Collection, w ramach ktérego powstal artykul popularnonaukowy oraz zgloszenie

patentowe:

1. Ruchala J. Microbial masterpieces — pigment production by microbes.
In: Iskra-Paczkowska A, Wnuk M, Szewczyk A, Fabczak H (eds) 4th Art &
Science Projects, The Art of the Origin of Life. University of Rzeszow and
Nencki Institute of Experimental Biology, Polish Academy of Science,
2021, 150- 156, ISBN 978-83-7996-845-9.

2. P. 436255. Ruchala J, Nikiel A, Wnuk M. Otrzymanie i zastosowanie
wyrobu pigmentowego na bazie ekstraktu Serratia marcescens jako
materialu plastyczno-artystycznego; 12.04.2020 (data rejestracji).

Podmiot zglaszajacy Uniwersytet Rzeszowski.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

W latach 2018 — 2021 pelnilam funkcje kierownika zakladu (2018 — 2019, Zaklad
Mikrobiologii i Biotechnologii, Wydzial Biotechnologii, Uniwersytet Rzeszowski;
2019 — 2021, Zaklad Mikrobiologii i Genetyki Molekularnej, Instytut Biologii
i Biotechnologii, Kolegium Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Rzeszowski,
funkcja: kierownik zaktadu. Zaklad zostal rozwigzany w zwiazku z reorganizacja
struktury Instytutu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego
w wyniku czego kilka zakladow polaczono, rezultatem tego powstala Katedra

Biologii.
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